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未分化間葉系細胞から骨芽細胞および脂肪細胞
への分化における転写因子 CノEBPβの役割
波多 賢二
大阪大学大学院歯学研究科
歯科臨床系専攻 (歯科補綴学第二)
緒骨格の形成および維持は、破骨細胞と骨芽細胞の2種類の起源の異なる細胞によつて行
われている。このうち、骨芽細胞は未分化間葉系細胞を起源とし、BMP(Bone MOrphdogに
PrOtan)などの骨形成因子の作用により、分化が誘導される 1°。未分化間葉系細胞は、骨
芽細胞のみならず脂肪細胞、軟骨細胞あるいは筋芽細胞に分化する多分化能を有している
3,o。骨量の低下を示す骨粗髪症にしばしば認められる病態として骨髄脂肪細胞の増加、い
わゆる脂肪髄の充進が古くから報告されている 5‐8D。さらにヒト海綿骨から分離された初
代骨芽細胞が、合成グルココルチコイ ドホルモンであるデキサメタゾン処理により脂肪細
胞へと分化誘導されることも報告されている9。 これらの知見を考え合わせると、骨粗豚
症においては骨髄中の未分化間葉系細胞の分化バランスが、脂肪細胞への分化に傾き骨芽
細胞への分化が抑制され、その結果、骨形成が低下し、骨量が減少している可能性が示唆
される。したがつて骨粗髪症の病態の解明あるいは、有効な治療法を開発する一つのアプ
ローチとして、骨芽細胞および脂肪細胞への分化バランスを調節する分子メカニズムを明
らかにすることが重要であると考えられる。
未分化間葉系細胞から骨芽細胞および脂肪細胞への分化の方向は、各細胞に特異的な転
写因子が関与する遺伝子制御プログラムにより調節されていると考えられている
10'11)。
骨芽細胞の分化過程においては、Runx(Cbfa/PEBP2α)ファミリーに属する転写因子
Cbfal(Runx27AML3/PEBP2ocApが重要であることが明らかにされている 12,10。cbfalは、
オステオカルシン、オステオポンチンおよび骨シアロ酸含有たんぼく質(BSP)遺伝子のプ
ロモーター領域に直接結合してその転写活性を制御 していること12,lo、さらにCbfalノッ
クアウトマウスでは全く骨が形成されないことが報告されている 1つ。また、ヒトにおいて
はCBFAlが鎖骨頭蓋異形成症の原因遺伝子であることも示されている 1つ。一方、未分化
間葉系細胞から脂肪細胞への分化過程においては転写因子 CCAAT/enhance「binding
proteins‐β(以下 CノEBPβ)、 および核内レセプターperoxisome proliferato卜attvated
recepto■gamma(以下PPA町)が重要であることが示唆されている 1・19。特に分化方向
決定時期あるいは分化の初期においては、PPARYの発現調節などを介し、CrEBPβが中心
的な役害1を果たすことが示されている 17,19)。c′EBPβはロイシンジッパーファミリー に属
する転写因子で、N末端から転写活性化領域、DNA結合領域、及びロイシンジッパー構造
からなり、ロイシンジッパーを介してホモニ量体あるいは他のCノEBPファミリー とヘテロ
ニ量体を形成し、脂肪細胞分化に必要な標的遺伝子の発現を調節し、脂肪細胞への分化を
誘導する17,lo。また、ノックアウトマウスを用いた解析により、脂肪組織の形成における
C′EBPβの重要性が明らかとなっている2o。
CrEBPβは 1つのエキソンからなる遺伝子で、その構造遺伝子の中に二つの翻訳開始部
位を有し、1番目および2番目の開始コドンを使った場合には42KDaもしくは39KDaの
転写活性化因子 CノEBPβ(LAP)が、3番目の開始コドンを使つた場合には20KDaの転写不
活性化因子日Pが発現する21)。日Pは転写活性化部位を欠失するため、CノEBPβ(LAP)に
対して拮抗的に作用し、脂肪細胞分化を抑制することが明らかとなっている1622)。また日P
は、脂肪細胞分化に伴つて発現量が減少し、成熟脂肪細胞では発現が認められなくなるこ
とから2つ、未分化間葉系細胞から脂肪細胞への分化は、CノEBPβのみならず LIPによつて
も調節されていると考えられている。
最近、脂肪細胞分化誘導因子であるPPARγおよび CノEBPβが、骨芽細胞の分化および機
能に対して様々な作用を有していることが明らかになっている。CZemikらはPPARTの過
剰発現がマウス由来初代骨髄細胞のCbfal発現誘導を抑制し、骨芽細胞分化を阻害するこ
とを明らかにしている 2o。マウス頭蓋骨由来の細胞株 MC釘3Elなどの骨芽細胞系細胞
においては、C′EBPβが発現していることが報告されている“
20。Stdnらは、ヒト由来骨
芽細胞株 U2‐OS細胞を用いて、CrEBPβとエストログンが協調することにより!L‐6の産生
を抑制すると報告している2o。またOgasawaraらは、マウス頭蓋骨由来細胞株MC3T3El
において、CノEBPβはメカニカルス トレスによるCOX‐2遺伝子の発現誘導において重要で
あると報告している 2o。 したがって、C/EBPβが骨芽細胞の分化および機能調節において
も何らかの役割を果たしている可能性が示唆される。
そこで本研究では、未分化間葉系細胞から骨芽細胞および脂肪細胞への分化調節メカニ
ズムの解明を目的として、骨芽細胞分化過程における CノEBPβの役割を明らかにすると共
に、さらに未分化間葉系細胞から骨芽細胞および脂肪細胞への分化バランスの制御におけ
るC/EBPβの関与について検討を行つた。
1.細胞培養
C3H10T1/2細胞、C2C12細胞、ST2細胞、Hda細胞および293細胞 (理研ジーンバン
ク、茨城)は、10%胎仔血清 (FBS:JRH Biosdences,Lenexa,USA)を含むα‐MEM(Stma,
St.Lo面s,USつにて 37℃、5%二酸化炭素気相下で培養した。
2.初代骨芽細胞および線維芽細胞の分離
初代骨芽細胞および線維芽細胞の分離はBdbws等の方法に従つた2つ。すなわち、3日
齢DDYマウス (日本動物、大阪)より頭蓋骨を採取し、0.1%コラゲナーゼ (新田ゼラチ
ン、大阪)および0.2%ディスパーゼonvitrOgen,Ca‖sbad,USAIを含むリン酸緩衝生理食
塩水(1.8mM KH2P04,5.4mM Na2HP04,138mM NaCl,以下 PBSi Sigma)を用いて連続的
消化を行い、5つのフラクションに分離した。得られた第1フラクションを初代線維芽細
胞、第 3、 4、 5フラクシヨンを初代骨芽細胞とした。分離した細胞は、10%FBSを含むα
‐MEMにて 37℃、5%二酸化炭素気相下で培養し、細胞がコンフルエントになった後
0.02%EDTA(和光純薬工業、大阪)および 2.5%トリプシン(ln宙trOgen)にて細胞を回収
し、継代一代目および二代目の細胞を実験に用いた。
3.CrEBPβ、L:P、CrEBPδ、CbfalおよびCbfβの構築および遺伝子導入
マウス CノEBPβゲノムDNAは、審良静男博士 (大阪大学微生物学研究所)より恵与を
受けた。CノEBPβ発現ベクターは、CノEBPβゲノム DNAをBamHlおよびEcoRlで制限
酵素処理することにより得られたフラグメントを、pcDNA3on宙trOgen)にサブクローニン
グすることにより作製した。日P発現ベクターは、C/EBPβのカルボキシル基末端 (アミノ
酸146番目‐297番目)をコー ドする領域をPolymerase chain reaction(PCR)により増幅し、
Flagェピ トー プを付与したPcDNA3onvitrOgen)にサブクローニングすることにより構築し
た。構築した cDNAの塩基配列は、DNAシークエンス(amerSham phamada biotech,
Enghnoにより確認した。 CノEBPδ cDNAは審良静男博士 (大阪大学微生物学研究所)よ
り、Cbfal′Pebp%A cDNAは伊藤嘉明博士 (京都大学 ウィルス研究所)より、
Cbtt cDNAはPaul Liu博士(Natural Human Cenome Research研究所、Maヴand,USAl
より各々恵与を受けた。すべての発現ベクターは HighSpeed P!asmd Midi Kit(QIAGEN,
Vaにnda,USAlにより精製 し実験に用いた。C3H10T1/2細胞への遺伝子導入は
Fugene6(Roche,lndanapdに,USAlを用いて行つた。目的遺伝子を組み込んだプラスミド
とFugene6溶液を5分間室温にて反応させ、DNA―リポソーム複合体の形成後、60%コン
フルエントのC3H10T1/2細胞培養液中に、DNA‐リポソーム複合体を直接添加することに
より、遺伝子導入を行つた。
4.アデノウィルスの作製
アデノウィルスの構築はアデノウィルス作製キット (宝酒造、東京)を用いて行つた。
アデノウィルスベクターpAxCMに、CrEBPβ、L:PおよびCbfalのcDNAを組み込んだ
コスミドベクターを作製し、アデノウイルスパッケージング細胞293にトランスフェクシ
ョンした。トランスフェクション 7‐14日後、293細胞内で相同組み換えにより得られたア
デノウイルスクローンを回収し、それぞれのクローンを順々感染を繰り返し、第4次ウィ
ルスを感染させたHda細胞における発現を、抗C/EBPβ(Santacruz,Ca!fomia,USA)あ
るいは抗Cbfal抗体(Oncogene,Boston,US局を用いたウェスタンブロティング法により
検索し、アデノウイルス陽性クローンを選別した。アデノウイルスの C3H10Tlr2細胞、
C2C12細胞、ST2細胞および初代培養線維芽細胞様細胞への感染は、300M.0。|.にて行つ
た。
5.免疫沈降
細胞をPBSにて3回洗浄し、細胞溶解バッファー120mM Hepes(pH7.4),150mM NaCI,
lmM EGTA,1.5mM Mgcら,10%glycerol,1%TritonX-100,10卜■ノmHeupepun:lmM PMSF,
0.2mM sodum ortlDovanadeate]により溶解した後、15000G,4℃,15分で遠心分離し、上清
を全細胞たんぼく質抽出液とした。全細胞たんぼく質抽出液に抗 CノEBPβ抗体(SantaCruD
を加え4℃で8時間インキュベー トした後、ProteinA SepharoselZned Laborato面es: c,
South San Frands∞,USAlに吸着させ、ビーズを細胞溶解バッファーで 5回洗浄し、
0.5Mβ―メルカプ トエタノール (和光純薬工業)含有のSDSサンプルバッファーで 95℃5
分処理した上清をウェスタンブロッティングに用いた。
6.ウェスタンプロッティング
SDSサンプルバッファーにより処理されたサンプルをSDS‐PAGE法により分離し、ニ
トロセルロースメンブレンに転写した後、抗 CノEBPβ抗体あるいは抗Cbfal抗体と反応さ
せ、西洋わさび過酸化酵素(HRP)を付与したProtdnA(KPL,Gゴtherburg,USAlを反応させ、
ECLキット体mersham)を用いて発光シグナルを増幅した後、X線フィルム(Kodaりに現像
した。
7.蛍光免疫染色
チャンバースライ ド(NJge Nunc lntema面ond,N peⅣⅢe,USAlにて培養 した初代骨芽
細胞を PBSにて 3回洗浄した後、3.7%中性ホルマリン‐PBSで20分間固定した。
0.2%T面tonX‐100を含むPBSにて洗浄した後、1%BSA含有のPBSにて2時間ブロッキ
ングを行い、抗 C′EBPβポリクローナル抗体(SantaCruうと反応させた。0.2%丁nton浄loo
を含むPBSにて洗浄した後、ロダミン標識した抗ラビットlgG抗体と反応させ、蛍光顕
微鏡fZweLS,Cemanylを用いて観察 した。 また、2次抗体溶液 中に 0.l Hgrml
DAP:(Molecula Probe)を加えることにより、核染色を行った。
8.ルシフェラーゼアッセイ
オステオカルシンプロモーターあるいはPPARγ2遺伝子プロモーターを組み込んだホタ
ルルシフェラーゼ遺伝子(Promega,Madson,US村を遺伝子発現ベクターおよび遺伝子導
入効率測定用のウミシイタケルシフェラーゼ発現ベクター(Promega)と共に C3H10丁lr2
細胞に遺伝子導入し、48時間後細胞溶解バッファーにて細胞を溶解しサンプルとした。す
べてのサンプルはルシフェラーゼ基質液と混合した後、ルミノメーター(PrOmega)を用い
て発光量を測定し、得られた測定値を、ウミシイタケルシフェラーゼの発光量により補正
した。
9.ビオチン化オリゴヌクレオチドバインディングアッセイ
細胞をPBSにて3回洗浄後、バインディングアッセイ用の溶解バッファー[lomM HEP
ES,pH7.91 100mM KCl,5mM Mgcら,10%glycerol,lmM DT1 0.5%of NP‐40,10卜●ノ
m!aprolnin,10μg/ml leupepln,lmM PMSE and O.2mM sodium orthovanadate]にて
溶解し、 遠心分離(15000G,4℃,15分)し、上清を全細胞たんぼく質抽出液とした。内在
性ビオチンを除去するために全たん白質抽出液とス トレプ トアビデンアガロースビーズを
前反応させた後、ビオチン標識した lμg CノEBP結合配列オリゴヌクレオチ ド(sense pr
imer 5'‐AATCACGACAT~「TGAACACttCCC‐3':anlsense p面meE 5'‐GGGAGTGT~rCA
CTAATGTCCTCAT‐「‐3')と反応させ、DNA‐たんぼく質複合体を形成させた。DNA‐たんぱ
く質複合体をス トレプ トアビデンーアガロースビーズに吸着させた後、遠心分離(15000G,
4℃,15分)し、ビーズを溶解バッファーで5回洗浄した後、0.5M β‐メルカプ トエタノール
含有のSDSサンプルバッファーで熱処理(95℃,5分)し、上清をサンプルとした。これらサ
ンプルはSDS‐PAGE法により分離し、ウェスタンブロッティング法により検策した。
10.RT‐PCR
RNAはRNAeasy Kt(Qiagen)を使用して、C3H10T1/2細胞から抽出した。総 RNAを
70℃で 10分間変性させた後、OI咆o‐dTプライマーおよび逆転写酵素on宙trOgen)を用いて
逆転写反応させcDNAを合成した。得られたcDNAはオステオカルシン遺伝子特異的プラ
イ マ ー eenSe p百mer 5'‐GACAAAGCCl~「ATGTCCAACC‐3': an暫‐sense p面mer
5'‐AAACCCGAGCTGCCACACillG‐3')を用いて、[94℃3分間、(94℃30秒×1サイクル、
60℃30秒,72℃1分間)×30サイクル、72℃10分間×1サイクノL/1のPCRを行つた。得ら
れた増幅断片は 2%アガロースゲルを用いた電気泳動により分離し、臭化エチジウム (和
光純薬工業)にて染色した。
11.アルカリフォスファターゼ活性測定
細胞をPBSにて3回洗浄後、0.05%TritonX‐100溶液を加え、凍結、融解を2回繰り返
し細胞を溶解 した。細胞溶解液を基質溶液1lmMにOdum p‐NitrophenゾphOSphate
Hexahydrate, 10mM MgCら,2.5m 2‐Aminomethy!‐2‐methy:-l propanolと37℃で1時
8
間反応させた後、マイクロプレー トリー ダー (BioRad,Hercu!es,USA)を用いて405nm
での吸光度を測定し、p―nlrophend(lμmoνmり検量曲線により定量した。アルカリフォス
ファターゼ活性は、p‐nitrophenolの測定値をブラッドフォー ド法2oにより得られた細胞溶
解液のたんぼく質量で補正することにより定量化した。
12.アルカリフォスファターゼ活性染色
細胞をPBSにて2回洗浄した後、3.7%中性ホルマリン溶液 (和光純薬工業)にて固定
し 、 330ugノml Nitro blue tetrazolium(Sigma)、 165 gノm: Bro ochoroindoly
phosphate(Sigma)、100 M NaCIおよび5mM MgcLを含む 100mMTris‐Hcl緩衝液(Ph9.5)
中、37℃で反応させた。
13.オイルレッド0染色
細胞をPBSにて2回洗浄した後、3.7%中性ホルマリン溶液にて固定した。PBSにて2
回、60%イソプロピルアルコール溶液で 1回洗浄した後、0.5%オイルレッド0溶液で20
分染色した。オイルレッド0染色陽性細胞の面積は:mageProPlus(Palmetton lnc.)によ
り計測した。
14.統計分析
実験結果は平均値±標準偏差 (S.D.)で表し、ANOVAによる一次分散分析を行つた後
shere's testを用いて統計学的に比較した。
結1、  骨芽細胞におけるCrEBPβの発現
骨芽細胞分化あるいは機能調節におけるC/EBPβの関与を検討するために、3日齢DDY
マウス頭蓋骨より採取した初代骨芽細胞における CノEBPβの発現をウェスタンブロッティ
ング法および蛍光免疫染色により検索した。その結果、初代骨芽細胞において C/EBPβお
よびそのアイソフォームロPが発現していることが確認された (図1‐A)。さらに、蛍光免
疫染色により、C/EBPβおよび 日Pは初代骨芽細胞の核内に局在していることが明らかと
なつた (図1‐B)。この結果より、C/EBPβおよび日Pが骨芽細胞において発現されている
ことが確認された。次に、骨芽細胞分化過程における CノEBPβの関与について検討した。
未分化間葉系細胞株 C3H10T1/2細胞は、BMP2刺激により骨芽細胞および脂肪細胞のい
ずれの細胞にも分化することが報告されている 29。そこでこのような多分化能を有する
C3H10T1/2細胞を、骨芽細胞に分化誘導させた場合のC/EBPβの発現の変化について検討
した。BMP2非刺激群のC3H10Tlr2細胞ではCノEBPβの発現は認められなかつたが、BMP2
処理された C3H10T1/2細胞ではアルカリフォスファターゼ活性の誘導、つまり骨芽細胞
への分化誘導に並行して(図2-A)、C′EBPβの発現も誘導されることが示された(図2-B)。
2、  CrEBPβの強制発現による骨芽細胞分化誘導作用
未分化間葉系細胞の骨芽細胞分化におけるC/EBPβの役割を明らかにするために、BMP2
存在下あるいは非存在下で、C3H10T1/2細胞にアデノウィルスを用いて CノEBPβを強制発
現させ、その分化に対する効果を検討した。まず、アデノウィルスによる強制発現の効率
を調べた。その結果、ほぼ100%のC3H10T1/2細胞にCノEBPβが導入されていることがウ
果
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ェスタンブロッティング法および蛍光免疫染色により確認できた (図3‐A,B)。次に強制発
現された CノEBPβが生物学的活性を発現していることを調べる目的で、これまでに報告さ
れているように 1・10、c/EBPβが脂肪細胞分化を誘導するかについて検討した。図3-Cに
示すように、オイルレッド0染色によりC3H10T1/2細胞が脂肪 胞へと分化誘導される
ことが確認できた (図3‐C)。そこで次に C/EBPβの骨芽細胞分化に対する影響を調べた。
その結果、CノEBPβはC3H10T1/2細胞をアルカリフォスファターゼ活性陽性の骨芽細胞様
細胞へ分化させることが判明した (図4-A)。このCノEBPβの作用は、BMP2を添加するこ
とにより著しく増強された (図4-A)。またCノEBPβを強制発現させると、オステオカルシ
ンの発現が誘導された (図牛B)。この効果は、強力な骨芽細胞分化誘導因子であるCbfal
を強制発現させた場合とほぼ同様であつた。C/EBPβの骨芽細胞分化誘導効果が
C3H10T1/2細胞以外の 胞においても見られるか否かを検討するために、他の間葉系細胞
におけるC/EBPβの効果を検討した。その結果 CノEBPβはST2細胞、C2C12細胞および3
日齢マウス頭蓋骨より採取した初代線維芽細胞においても、アルカリフォスファターゼ活
性を有意に促進することが明らかとなった (図5)。以上の結果より、C/EBPβは複数の未
分化間葉系細胞を骨芽細胞へと分化誘導する作用を有することが示された。
3、  骨芽細胞分化におけるCrEBPβとCbfalの協調作用
C/EBPβの骨芽細胞分化誘導能が BMP2により著明に増強されたことから (図 4‐A)、
C/EBPβは BMP2と協調して骨芽細胞分化促進に関与していると推察される。ところで
BMP2による骨芽細胞分化においては転写因子Cbfalが重要な役割を演じていることが明
らかにされている3o。そこで、C′EBPβとBMP2との協調作用のメカニズムを明らかにす
るために、CノEBPβが Cbfalによる骨芽細胞分化誘導作用におよぼす影響について検討し
た。その結果、C/EBPβとCbfalを共発現させると、C′EBPβあるいはCbfalを単独に強制
発現させた場合に比較して、アルカリフォスファターゼ活性が有意に促進されることが明
らかとなった (図6)。以上の結果よりCノEBPβは、Cbfalと協調して骨芽細胞分化を促進
すると考えられた。
次にこの CノEBPβとCbfalの協調作用が転写レベルにおいても認められるか否かを検討
した。CrEBPβの強制発現によリオステオカルシンの発現が誘導されたこと(図4-B)、Cbfal
がオステオカルシンのプロモーター活性を制御すること 12,loなどの知見を考慮して、
CノEBPβとCbfalの転写活性に対する効果は、オステオカルシンのプロモーター領域をホ
タルルシフェラーゼに融合させた遺伝子を用いたレポーターアッセイにより評価した。そ
の結果、C/EBPβを単独で強制発現させた場合にも、オステオカルシンのプロモーター活
性が有意に促進された (図7)。CノEBPβをCbfalと共に強制発現させると、オステオカル
シンのプロモーター活性はさらに促進された(図7)。以上の結果よりCノEBPβとCbfalは、
転写レベルにおいてもオステオカルシンの発現を協調的に調節し、骨芽細胞分化を制御し
ていることが示唆された。ところで、二つの分子が協調作用を示す場合、お互いが物理的
に結合する場合が多いことが知られている313つ。そこで次に、C/EBPβがCbfalと物理的
に結合するか否かを免疫沈降法により検討した。C/EBPβ、Cbfal、あるいは両者をCOS7
細胞に強制発現させ、細胞内たんぱく質を抗 CノEBPβ抗体にて免疫沈降した後、免疫沈降
物を抗Cbfal抗体を用いたウェスタンブロッティング法にて検索した。その結果、CノEBPβ
はCbfalと物理的に結合することが明らかとなつた (図8)。
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4、  CrEBPβのオステオカルシンプロモーター領域への結合
Cbfalはオステオカルシンプロモーター領域内のOSE2と呼ばれる領域に直接結合し、
オステオカルシンプロモーター活性を調節していることが明らかとなっている 12,lo。_方、
C/EBPβは標的遺伝子に存在する CノEBP結合配列に結合し、その転写活性を調節する 1つ。
そこで C/EBPβがオステオカルシンプロモーター領域に直接結合して転写活性を調節して
いるか否かを検討するために、オステオカルシンプロモーター領域にCノEBPの結合配列モ
チーフが存在するか否かをコンピューター解析により検索した。その結果、OSE2領域の
約300bp上流にCノEBPの結合配列モチーフが存在することを見出した。そこでこのC/EBP
結合配列モチーフに CrEBPβが実際に結合するか否かをビオチン化オリゴヌクレオチ ドバ
インディングアッセイにより検討した。その結果、CノEBPβはこのモチーフに実際に結合
し、またこの結合は競合プローブにより濃度依存的に阻害された (図9)。以上の結果より
CノEBPβは、オステオカルシンプロモーター領域の CノEBP結合配列モチーフに直接結合す
ることにより、オステオカルシンプロモーターの活性を促進し、骨芽細胞分化を誘導する
と推測される。
5、  CIEBPβアイソフオームLiPによる骨芽細胞および脂肪細胞への分化制御
転写活性化領域を欠失するC/EBPβのアイソフォームロP(図10)は脂肪細胞分化を抑
制することが報告されている 18,22D。日Pは初代骨芽細胞にも発現が見られることから (図
1‐A)、骨芽細胞分化においても何らかの役割を担つている可能性が考えられる。そこで
C3H10T1/2細胞を用いて、未分化間葉系細胞から骨芽細胞および脂肪細胞への分化に対す
る日Pの効果を検討した。Yehらの報告 10と一致して、日Pを強制発現させるとBMP2添
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加あるいは C/EBPβの強制発現により誘導される脂肪細胞分化が著明に抑制された (図
11‐A,B)。一方、予想 しなかったことに 日Pの強制発現は BMP2により誘導される
C3H10T1/2細胞のアルカリフォスファターゼ活性を著しく促進した (図12)。以上の結果
より、LIPは脂肪細胞分化に対しては抑制的に、骨芽細胞分化に対しては促進的に作用す
ることが示された。次に、脂肪細胞分化と骨芽細胞分化に対して、日Pが相反する効果を
有するメカニズムについて検討を行つた。日Pを強制発現させると、C/EBPβにより誘導さ
れる脂肪細胞分化関連遺伝子PPARY2のプロモーター活性が抑制された (図13)。したが
って、PPARγ2の発現調節において、LIPはCrEBPβと転写レベルで拮抗すると考えられる。
一方L:Pの強制発現は、Cbfalにより誘導されるオステオカルシンプロモーター活性をさ
らに増強した (図14-A)。これに一致して 日Pの強制発現はCbfalのアルカリフォスファ
ターゼ活性の促進作用を増強した (図14-B)。また共免疫沈降実験により、CノEBPβ同様に
日PがCbfalと物理的に結合することが示された (図15‐A)。さらにLIPはオステオカル
シンプロモーター領域のCノEBP結合配列に直接結合可能であることも判明した(図15‐B)。
以上の結果より、日Pは脂肪細胞分化に対しては転写抑制因子として機能し、脂肪細胞分
化を抑制する。一方、骨芽細胞分化に対しては CノEBPβと同様に、Cbfalおよびオステオ
カルシンプロモーターに結合し、Cbfalと協調することにより骨芽細胞分化を促進すると
考えられる。
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察考
未分化間葉系細胞から骨芽細胞および脂肪細胞への分化制御メカニズムの解明は骨量
の維持さらには増加をはかる上で非常に重要な課題である。にもかかわらず、未分化間葉
系細胞からそれぞれの細胞への分化がどのように決定されるかに関して、未だ不明な点が
多い。本研究の結果、従来、未分化間葉系細胞を脂肪細胞に選択的に分化誘導させると考
えられてきた転写因子 CノEBPβが、未分化間葉系細胞を骨芽細胞へも分化誘導させること、
そして天然に存在するC/EBPβのアイソフォームLIPが脂肪細胞分化を抑制し、一方にお
いて骨芽細胞分化を促進することが明らかとなった。これらの結果より、未分化間葉系細
胞の骨芽細胞および脂肪細胞への分化には、各々の分化過程に特有の CrEBPβアイソフオ
ームが関与することが示唆された。
本研究結果より、C/EBPβは骨芽細胞に必須の転写因子Cbfalと物理的に結合し、Cbfal
によるオステオカルシンなどの標的遺伝子のプロモーター活性を増強することにより骨芽
細胞分化を促進することが明らかとなった。Cbfalが属するRunx/PEBP2αファミリー は、
単独では転写活性化能力は弱く、生物学的機能を効果的に発揮するには、他の転写因子と
の相互作用が必要であることが報告 されている 3o。た とぇば、癌抑制遺伝子
Rb(Re」noЫastoma Protein)がCbfalと結合し、Cbfalの転写活性を増強することにより骨
芽細胞分化を促進することが示されている3つ。したがって、Cbfalによる骨芽細胞分化誘
導作用は、CノEBPβあるいはRBなどの別の転写因子との複合体形成を通じて、相互のシグ
ナルをクロス トー クすることにより発現されると推察される。近年、複数の転写因子によ
るシグナルクロス トー クにおいて、核内インテグレーターとして機能し、様々な細胞の生
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理機能に関与するコアクチベーターの重要性が提唱されている 3o。コァクチベーターは、
基本転写因子を含む種々の転写因子と複合体を形成し、標的遺伝子プロモーターのヌクレ
オソー ム・ヒス トンを脱アセチル化し、クロマチン構造を変化させることにより転写効率
を促進することが示されている39,40p。中でも、ヒス トンアセチル化酵素活性を有するコア
クチベーターCBP/P300は、そのC末端領域にCノEBPβとの相互作用領域を有することが
知られている41)。また、CノEBPαはCBP′P300を介してCbfalと同じくPEBP2ノRunxフ
ァミリー に属する AML1/Cbfa2ノPebp2αBと共に複合体を形成し、骨髄球の分化を促進す
ることが報告されている42,4つ。さらに、CノEBPβはクロマチンリモデリング因子SWi/SNF
をリクルー トし、クロマチン構造の局部的構造を変化させ骨髄球分化関連遺伝子の転写を
制御することも示されている 44b。これらの報告から、CノEBPβは、基本転写因子およびコ
アクチベーターをリクルー トし、さらにCbfalとの転写複合体を形成し、オステオカルシ
ンなどの標的遺伝子のクロマチン構造を変化させ、その転写の活性化を図ることにより、
骨芽細胞分化を促進すると推察される。
Komo百らは、Cbfalノックアウトマウスでは全く骨が形成されないが、一部の骨形成予
定域にはALP活性陽性細胞が出現していること、また Cbfalノックアウトマウスの頭蓋
冠より採取した骨芽細胞前駆細胞株にBMP2を作用させるとオステオカルシンの発現が誘
導されることを報告している10。この結果は、別の転写因子がCbfal非依存的に骨芽細胞
分化に関与している可能性を示唆する。本研究においても C/EBPβを単独で強制発現させ
ると、C3H10T1/2細胞のアルカリフォスファターゼ活性およびオステオカルシンプロモー
ターの活性が促進されることが示された。さらに、我々はCbfalノックアウトマウスの頭
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蓋冠から分離された未分化間葉系細胞に C′EBPβを強制発現させると、アルカリフォスフ
ァターゼ活性が促進されることを確認している (未発表データ)。 これらの結果より、
CノEBPβはCbfal非依存性にも骨芽細胞分化を誘導できると考えられる。
未分化間葉系細胞から骨芽細胞への分化に際し、分化初期においてはアルカリフォスフ
ァターゼおよびタイプ Iコラーゲン、分化後期にはオステオカルシン、オステオポンチン
およびBSPが発現され、骨形成が制御されている 2)。 したがって、オステオカルシンのみ
ならず、これらの骨芽細胞分化関連遺伝子の転写活性の促進および発現の誘導に、CノEBPβ
が関与している可能性が考えられる。実際、オステオポンチンプロモーター領域にC/EBP
のコンセンサス結合配列モチーフが存在する4つ。さらに、本研究においてもC/EBPβの強
制発現により、オステオポンチンプロモーターの転写活性が促進されることを確認してい
る (未発表データ)。 したがつて、C′EBPβは複数の骨芽細胞分化に関連する遺伝子の発現
を制御することにより、骨芽細胞分化を総合的に調節していると推察される。今後、これ
ら遺伝子のプロモーターに対するCノEBPβの効果を検討することにより、CノEBPβの骨芽細
胞分化誘導の分子メカニズムの詳細がさらに明らかになると考えられる。
C/EBPβのアイソフォーム ロPは、転写活性能を持たないために脂肪細胞分化に対して
はドミナントネガティブに作用した。一方、Cbfalと協調することにより骨芽細胞分化を
促進することが明らかとなった。日Pは、Cbfalとの物理的結合能、およびオステオカル
シンプロモーター領域への結合能を有していることから、コアクチベーターをリクルー ト
し、オステオカルシンなどのCbfal標的遺伝子のクロマチン構造の立体的構造を変化させ、
これら標的遺伝子の転写活性を促進すると推測される。この点を明らかにするためには、
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コアクチベーターP300rCBPまたはクロマチンリモデリング因子 SWI/SNFとLIPとの相
互関係が立証される必要がある。いづれにしても日Pが転写レベルにおいて、脂肪細胞分
化と骨芽細胞分化に対して相反する効果を示すことが明らかになつたことは興味深い。こ
の結果は、未分化間葉系細胞の分化が、分子の一次構造だけでは説明不可能な複雑な制御
メカニズムによつて調節されていることを示している。したがつて、細胞の分化および増
殖のメカニズを解明するには、分子それぞれの相互関係に対する綿密な検討が必要である
と考えられる。
脂肪細胞の分化制御においてはCrEBPβと日Pの発現量の比率が重要な鍵を担つている
と考えられている 2つ。cノEBPファミリー による脂肪細胞分化に対しては、LIPの発現量が
少ない場合でも強いドミナントネガティブ効果が見られることが示されている212つ。した
がって、脂肪細胞の分化においては 日Pの発現量が大幅に抑制され、CノEBPβの転写活性
が抑制されないような状況になる必要がある。日PはCノEBPβ遺伝子内の3番目の開始コ
ドンが使われた場合に合成される天然に存在するアイソフォームであり、スプライジング
の違いではなく翻訳時の調節変化によつて生じることが知られている 21)。cノEBPβ遺伝子
内のどの開始コドンが用いられるかはコザック配列に基づく にaky百bOSome scan面ng
mechanbmによって説明されているが0、 その明確な調節メカニズムは不明である。L!P
の発現制御メカニズムの解明は、骨芽細胞と脂肪細胞の分化バランスの調節メカニズムの
解明につながるきわめて重要な課題であると思われる。
骨粗髪症においては、骨量低下に相関して脂肪髄の克進が認められることから、骨量の
変化に対する骨髄脂肪細胞の関与が以前から推察されているつ。さらに近年、この仮説を
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分子レベルで 支持する臨床的報告が見られる。OgawaらはPPA町の遺伝子多形性と閉経
後性骨粗琢症との関連性を報告しており4つ、また Okaza‖らはPPARYの特異的リガンド
であり、インスリン抵抗性改善薬であるトログリタゾンを内服するⅡ型糖尿病患者では、
骨代謝回転が低下していることを見出している48p。これら臨床疫学的検討は、PPARγの骨
形成に対する関与を示唆するとともに、脂肪細胞分化の動向が骨代謝機構に関与すること
を示唆している。したがつて、未分化間葉系細胞から骨芽細胞および脂肪細胞への分化バ
ランスの制御、そしてそのメカニズムを遺伝子レベルで解明することは、骨代謝の恒常性
を維持する上で重要な意義を有すると考えられる。本研究により、未分化間葉系細胞の分
化方向制御における日Pの役割が示されたことから、骨粗豚症の発症および病態変動にお
けるLIPの関与が推測される。今後、C/EBPβおよび日Pの生物学的作用をin宙voレベル
で証明するとともに、骨粗豚症動物実験モデルおよび骨粗豚症患者における CノEBPβおよ
び日Pの発現の変動ならびにその関与をより詳細に検討することにより、骨粗豚症患者に
見られる骨量低下のメカニズムの解明、そして骨量回復のための治療法の開発に対する指
針を見い出していきたいと考えている。
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結   論
未分化間葉系細胞から骨芽細胞および脂肪細胞への分化における転写因子 C/EBPβおよび
そのアイソフォームLIPの役害1を検討した結果、以下のことが明らかとなった。
1、  CノEBPβは未分化間葉系細胞を脂肪細胞のみならず骨芽細胞にも分化誘導する機
月日τ ′日 し  ヽ V;くD。
2、  CrEBPβは Cbfalと物理的に結合し、協調してオステオカルシンなどの標的遺伝
子の転写を高め、骨芽細胞分化を促進する。
3、  CrEBPβのアイソフォームロPは脂肪細胞分化を抑制し、一方において骨芽細胞分
化を促進する。
以上の結果より、未分化間葉系細胞の骨芽細胞および脂肪細胞への分化には、各々の分
化に特有のCノEBPβアイソフオームが関与することが示唆された。(図16)
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本論文の要旨は、第 18回日本骨代謝学会 (平成 12年7月、広島)、 第22回アメリカ骨代
謝学会 (平成 12年9月、 トロント)、 第42回歯科基礎医学会 (平成 12年10月、大阪)、
第 19回日本骨代謝学会 (平成 13年8月、名古屋 )、 第 23回アメリカ骨代謝学会 (平成
13年10月、フェニックス)において発表した。
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図の説明
図1 初代骨芽細胞におけるCrEBPβの発現
い
"日
齢DDYマウスの頭蓋骨より採取した初代骨芽細胞を溶解し、SDSサンプルバッフ
ァーで処理後、抗 CノEBPβ抗体を用いたウェスタンブロッティング法により検討した。
(B)初代骨芽細胞を3.7%中性ホルマリン P¨BS溶液で固定し、抗 C/EBPβ抗体と反応させ
た後、ロダミン標識した抗ラビット咆G抗体と反応させ、蛍光顕微鏡を用いて観察した佐
図)。 右図はDAPI染色による初代骨芽細胞の核局在を示す。
図 2 BMP2処理による C3H10Tl′2細胞におけるアルカリフォスファターゼ活性の促進
{A)およびCrEBPβの発現誘導(B)
lAI C3H10T1/2細胞をBMP2存在下 (BMP2)あるいはBMP2非存在下(コントロール)で
7日間培養した後、3.7%中性ホルマリン‐PBS溶液で固定し、アルカリフォスファターゼ
染色を行った。
(B)BMP2存在下あるいはBMP2非存在下(コントロール)で7日間培養したC3H10T1/2細
胞を溶解し、SDSサンプルバッファーで処理後、抗CrEBPβ抗体を用いたウェスタンブロ
ッティング法により検討した。
図3 アデノウィルスを用いた C3H10Tl′2細胞への CrEBPβの強制発現(へB)および脂肪
細胞分化誘導効果(C)
lAlコントロールウィルス(コントロール)あるいは C/EBPβアデノウィルス(CノEBPβ)を感
染させたC3H10Tlr2細胞を溶解し、SDSサンプルバッファーで処理後、抗 CノEBPβ抗体
を用いたウェスタンブロッティング法により検討した。
?
?
?
?
(B)コントロールウィルス(コントロール)あるいは CノEBPβアデノウィルス(CノEBPβ)を感
染させたC3H10T1/2細胞を、3.7%中性ホルマリン‐PBS溶液で固定し、抗C/EBPβ抗体と
反応させ、ロダミン標識した抗ラビットlgG抗体と反応させた後、蛍光顕微鏡を用いて観
察した。
(C)C3H10T1/2細胞にコントロールウィルス(コン トロール)あるいは C/EBPβアデノウィ
ルス(CノEBPβ)を感染させ7日間培養した後、3.7%中性ホルマリン‐PBS溶液で固定し、オ
イルレッド0染色を行つた。
図 4 CrEBPβの強制発現によるアルカリフォスファターゼ活性促進作用〔A)およびオステ
オカルシンの発現誘導(B)
lAlコントロールウィルスあるいはC/EBPβアデノウィルスを感染させたC3H10T1/2細胞
を、BMP2存在下 (BMP2)あるいは非存在下で7日間培養した後、細胞溶解液を回収し
アルカフォスファターゼ活性を測定した。グラフの値は平均値および標準偏差を示してい
る(n=3) 士:pく0.05
(B)コン トロールウィルス(コン トロール)、 Cbfalアデノウィルス(Cbfal)、あるいは
CノEBPβアデノウィルス(CノEBPβ)を感染させたC3H10T1/2細胞からRNAを精製し、オス
テオカルシン遺伝子に特異的プライマーを用いて RT―PCRを行い、増幅断片を2%アガロ
ースゲルに展開した。
図5 CrEBPβの強制発現による、ST2細胞、C2C12細胞およびマウス頭蓋骨由来初代線
維芽細胞におけるアルカリフォスファターゼ活性促進作用
ST2細胞、C2C12細胞およびマウス頭蓋骨由来初代線維芽細胞にコントロールウィルス
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(コントロー′L/hあるいは CノEBPβアデノウィルスCノEBPβ)を感染させ7日間培養した後、
3.7%中性ホルマリン‐PBS溶液で固定し、アルカリフォスファターゼ染色を行った。
図6 CrEBPβとCbfalによるアルカリフォスファターゼ活性促進の協調作用
コントロールウィルス(コントローノL/b、CノEBPβアデノウィルスCノEBPβ)、 Cbfalアデノ
ウィルス(Cbfal)あるいは Cbfal アデ ノウィルス と CノEBPβアデ ノウィルス
(Cbfal+C/EBPβ)をC3H10丁lr2細胞に感染させ7日間培養した後、細胞溶解液を回収しア
ルカリフォスファターゼ活性を測定した。グラフの値は平均値および標準偏差を示してい
る(n=3) tpく0.05
図7 CrEBPβとCbfalによるオステオカルシンプロモーター活性促進の協調作用
C3H10Tlr2細胞に、Cbfp発現ベクターとオステオカルシンプロモーター領域を組み込ん
だルシフェラーゼ遺伝子をFugene6により遺伝子導入し、12時間後コントロールウィル
ス(コントローノ1/h、CノEBPβアデノウィルス(CrEBPβ)、 Cbfalアデノウィルス(Cbfal)ある
いはCbfalアデノウィルスとC′EBPβアデノウィルスCbfal+CrEBPβ)を感染させた。ルシ
フェラーゼ遺伝子導入 48時間後に細胞溶解液を回収し、ルミノメーターにより転写活性
能を測定した。グラフの値は平均値および標準偏差を示している(n=3)士:pく0.05
図8 CrEBPβとCbfalの物理的結合
コントロールウィルス(コントローノ→、C/EBPβアデノウィルス(CノEBPβ)、 Cbfalアデノ
ウィルス(Cbfal)あるいは Cbfal アデ ノウィルス と C/EBPβアデ ノウィルス
(Cbfal+C/EBPβ)を感染させたcos7細胞の細胞内たんぼく質を、抗 C′EBPβ抗体を用いて
免疫沈降した後、抗Cbfal抗体を用いたウェスタンブロッティング法により検索した。
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図9 CrEBPβのオステオカルシンプロモーター領域への結合
コントロールウィルス(レー ン 1)、あるいは CノEBPβアデノウィルス(レー ン 2、 3、 4、
5)を感染させた COS7細胞から全細胞たんぼく質抽出液を作製し、ビオチン標識した
C/EBP結合配列を用いてバインディングアッセイを行った。さらに、2四,10μgおよび201tg
のビオチン非標識 CノEBP結合配列オリゴヌクレオチド微 合プローの を反応させ、その阻
害効果を検討した。
図10 CrEBPβおよびアイソフォームLiPの構造図
C/EBPβ遺伝子および日P遺伝子の一次構造を示す。図中ADは転写活性化領域、DNA‐BD
はDNA結合領域を、LZはロイシンジッパー領域およびMは開始コドンMethO面nを表す。
図1l L:Pの強制発現による脂肪細胞分化抑制作用
tAlコントロールウィルスあるいは LIPアデノウィルス(LIP)を感染させたC3H10T1/2細
胞を、BMP2存在下 (BMP2)あるいは非存在下(コントロー′L/hで14日間培養した後オイ
ルレッド0染色を行い、オイルレッド0染色陽性部分の面積を測定した。グラフの値は
平均値および標準偏差を示している(n=3)士:pく0.05
(B)C3H10T1/2細胞にコン トロールウィルス(コン トロール)、 C/EBPβアデノウィルス
(CノEBPβ)あるいは CノEBPβアデノウィルスとLIPアデノウィルス(CノEBPβ+L!P)を感染さ
せ、7日間培養した後オイルレッド0染色を行い、オイルレッド0染色陽性部分の面積を
測定した。グラフの値は平均値および標準偏差を示している(n=3)士:pく0.05
図12 L:Pの強制発現によるBMP2依存性骨芽細胞分化促進作用
コントロールウィルスあるいは LIPアデノウィルス(LIP)を感染させたC3H10T1/2細胞
34
を、BMP2存在下 (BMP2)および非存在下(コントロータめにて7日間培養した後、細胞溶
解液を回収し、アルカリフォスファターゼ活性を測定した。グラフの値は平均値および標
準偏差を示している(n=3)士:pく0.05
図13 L:Pの強制発現によるPPAR72プロモーター活性抑制作用
PPARγ2遺伝子のプロモーター領域を組み込んだルシフェラーゼ遺伝子をFugene6によ
りC3H10T1/2細胞に遺伝子導入し、12時間後コントロールウィルス(コントローノ→、
CノEBPβアデノウィルスとCノEBPδアデノウィクレス(C/EBPβ+C/EBPめ、LIPアデノウィルス
(LIP)、あるいは CノEBPβアデノウィルス、CノEBPδアデノウィルスおよびLIPアデノウィル
ス(CrEBPβ+CノEBPδ十日P)を感染させた。ルシフェラーゼ遺伝子導入48時間後に細胞溶解
液を回収し、ルミノメーターにより転写活性能を測定した。グラフの値は平均値および標
準偏差を示している(n=3)士:pく0.05
図14 LIPの強制発現によるCbfal依存性骨芽細胞分化誘導増強作用
fAI C3H10T1/2細胞に、Cbfβ発現ベクターとオステオカルシンプロモーター領域を組み込
んだルシフェラーゼ遺伝子をFugene6により遺伝子導入し、12時間後コントロールウィ
ルス(コントロー′L/b、CbfalアデノウィルスCbfal)あるいはCbfalアデノウィルスと日P
アデノウィルスCbfal十日Dを感染させた。ルシフェラーゼ遺伝子導入48時間後に細胞溶
解液を回収し、ルミノメーターにより転写活性能を測定した。グラフの値は平均値および
標準偏差を示している(n=3)士:pく0.05
(B)C3H10T1/2細胞に、コン トロールウィルス(コントロール)、 Cbfalアデノウィルス
Cbfal)あるいはCbfalアデノウィルスとLIPアデノウィルスCbfal+LIP)を感染させ7日
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間培養した後、細胞溶解液を回収しアルカリフォスファターゼ活性を測定した。グラフの
値は平均値および標準偏差を示している(n=3)士:pく0.05
図15 L:PのCbfalへの物理的結合およびオステオカルシンプロモーター領域への結合
lAI L:Pアデノウィルス(LIDあるいは Cbfalアデノウィルスと LIPアデノウィルス
(日P+Cbfal)を感染させたCOS7細胞の細胞内たんぱく質を、抗 CノEBPβ抗体を用いて免疫
沈降した後、抗Cbfal抗体を用いたウェスタンブロッティング法により検索した。
(B)コントロールウィルス(コン トローノL/b、L:Pアデノウィルス(日P)を感染させた COS7
細胞を溶解し、ビオチン標識した CノEBP結合配列を用いてバインディングアッセイを行つ
た。
図16 CrEBPβおよびアイソフォームL:Pによる、骨芽細胞および脂肪細胞への分化制御
メカニズムの模図
PPARγは脂肪細胞分化の最終過程を促進する転写因子であるが、その発現はCノEBPβに
よつてコントロールされていることが知られている 1つ。C′EBPβはCbfalと協調すること
により骨芽細胞分化を促進するlAl。日PはCノEBPβに対してドミナントネガティブに作用
してPPARγの発現を阻害することにより脂肪細胞分化を抑制する。一方、Cbfalと協調し
て骨芽細胞分化を促進する(B)。これらの結果より未分化間葉系細胞の骨芽細胞および脂肪
細胞への分化は、各々の分化に特有のC/EBPβアイソフオームが関与することが示唆され
る。図中→ :促進 ;¬:阻害を各々示す。
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図1
(A)
CノEBPβ―■
(E3)
LiP 一■
抗体:α‐C′EBPβ α‐C′EBPβ
図1 初代骨芽細胞におけるCrEBPβの発現
(A)3日齢DDYマウスの頭蓋骨より採取した初代骨芽細胞を溶解し、SDSサンプル
バッファーで処理後、抗CrEBPβ抗体を用いたウェスタンブロッティング法を行つた。
(B)初代骨芽細胞を3.7%中性ホルマリン‐PBS溶液で固定し、抗CノEBPβ抗体と反応
させた後、ロダミン標識 した抗ラビット:gG抗体と反応させ、蛍光顕微鏡を用いて観
察した(左図)。 右図はDAPI染色による初代骨芽細胞の核局在を示す。
← 眈 BPβ
コントロー ル
コントロー ル
図2 BH"処理によるCSH10T4″綱胸におけるアルカリフォスファターゼ活性の促
進 (0およ
…
の発現勝導 (D
い)C3H10T12細胞をBMP2存在下 (BMP2)あるいはBM"琲存在下(コントロー
“
で7日間培養した後、3.7%中性ホルマリン‐P輔 で固定し、アルカリフォスファター
ゼ染色を行つた。
漢詔1馴朧 難 二剛 瞬 雰 天す   刊製票塁鴇 体を用い
たウェスタンプロッティング法により検索した。
2
図3
(A) づゃ
(B)
(C)コントロー ル C′EBPβ
コントローJレ
図3 アデノウィルスを用いたC3H10Tlr2細胞へのCIEBPβの強制発現 (A,B)および
脂肪細胞分化誘導効果 (C)
(A)コントロールウィルス(コントロール)あるいはC′EBPβアデノウィルス(C′EBPβ)
を感染させたC3H10Tlr2細胞を溶解し、SDSサンプルバッファーで処理後、CノEBPβ
抗体を用いたウェスタンプロッティング法により検討した。
(B)コントロールウィルス(コントロール)あるいはC′EBPβアデノウィルス(C′EBPβ)
を感染させたC3H10T172細胞を、3.7%中性ホルマリン PーBS溶液で固定し、抗CノEBPβ
抗体と反応させ、FITC標識した抗ラビットlgG抗体と反応させた後、蛍光顕微鏡を用
いて観察した。
(C)C3H10Tl尼細胞にコントロールウィルス(コントローノ1/JあるいはCノEBPβアデノ
ウィルス(CノEBPβ)を感染させ7日間培養した後、3.7%中性ホルマリン PーBS溶液で固定
し、オイルレッド0染色を行つた。
図4
(A)ァルカリフォスファターゼ活性
inmOrmin′9proteln)
彙
(圧3)
‥
?
彙
l     l
C′EBPβ
コントロー ル BMP2コントロー ルBMP2
図4 CrEBPβの強制発現によるアルカリフォスファターゼ活性促進作用{A)およびオステオカルシンの発現誘導(B)
(A)コントロールウィルスあるいはC′EBPβアデノウィルスを感染させたC3H10T172
細胞を、BMP2存在下 (BMP2)あるいは非存在下(コントロール)で7日間培養した後、
細胞溶解液を回収しアルカリフォスファターゼ活性を測定した。グラフの値は平均値
および標準偏差を示す(n=3)。士:pく0.05
(B)コントロールウィルス(コントロール)、 Cbfalアデノウィルス(Cbfal)、あるいは
C′EBPβアデノウィルス(C′EBPβ)を感染させたC3H10T172細胞からRNAを精製し、オ
ステオカルシン遺伝子に特異的プライマーを用いてRT―PCRを行い、増幅断片を2%
アガロースゲルに展開した。
4
CrEBPβ
口5
ST2HE
C2C12●腱
初代饉籠芽綱腱
日● 鋸 Bppの強制発現による、32H胸、Cに僣鯛胞およびマウス頭壼骨由来初代
線雛芽細胞におけるアルカリフォスファターゼ活性促遣作用
ST2細胞、C2012細胞およびマウス頭壼骨由来初代線維芽細胞にコントロー ルウィル
憂葛解涯鰐寄耳硼轟高ど協朋り聾努翼駅腸緒
た。
図6
アルカリフォスフアター ゼ活性
(nmoVminrmg pЮtein)
コントロー ル CrEBPβCbfalCbfal
+
CrEBPβ
図6 CrEBPβとCbfalによるアルカリフォスファター ゼ活性促進の協調作用
コン トロール ウィルス(コン トロー′め、CrEBPβアデ ノウィルスCC/EBPβ)、 Cbfalア
デノウィルスCbfal)あるいはCbfalアデノウィルスとC′EBPβアデノウィルス
CbfalCrEBPβ)をC3H10Tlr2細胞に感染させ7日間培養した後、細胞溶解液を回収
しアルカリフォスファターゼ活性を測定した。グラフの値は平均値および標準偏差
を示す(n=3).■:pCO.05
6
図7 オステオカルシンプロモーター 活性
(Relauve luciferase ac●vり
■
コントロー ルCrEBPβ CbfalCbfal+
CrEBPβ
図7 CJEBPβとCbfalによるオステオカルシンプロモーター活性促進の協調作用
C3H10Tlr2細胞に、Cbfp発現ベクターとオステオカルシンプロモーター 領域を組み
込んだルシフェラー ゼ遺伝子をFugene6により遺伝子導入し、12時間後コントロー
ルウィルス(コン トロー′め、CrEBPβアデ ノウィルスCC/EBPβ)、 Cbfalアデ ノウィル
スCbfal)あるいはCbfalアデノウィルス とCrEBPβアデ ノウィルスCbFal+C/EBPβ)
を感染させた。ルシフェラーゼ遺伝子導入48時間後に細胞溶解液を回収し、ルミノ
メーターにより転写活性能を測定した。グラフの値は平均値および標準偏差を示す
(n=3). 士:pく0.05
7
日8
‐ Cbfal
免疵沈降:cCEBPβ
抗体:cC断‖
“
国0 ∝ Bppとcbhlの働理的結合
コントロー ルウィルス(コントロー ル)、 αEBPβアデノウィルスCCEBPpl、cbhlァデ
ノウィルスCbLl)あるいはCt籠1アデノウィルスと∝ BPpアデノウィルス
Cbhl■班三BP,)を感染させたCOS7細胞の細胞内たんぱく質を、抗∝ BP麟体を用
いて免疫沈降した後、抗Ct籠1抗体を用いたウェスタンプロッティング法により検索
した。
日9
麟合プロー プ
眈 BPβ ロ 一● ● ● ●
←  cr■BPβ
12345
結合:C距:B晴合■列プロー プ
抗体:α4歴BPβ
目0 ∝ Bppのオステオカルシンプロモーター領城への結合
コントロー ルウィルス(レー ン1)、あるいは∝ BPpアデノウィルス(レー ン2、 3、 4、0
を感染させたCOS7細胞から全細胞たんぱく質抽出液を作製し、ビオチン標餞した
αEBP結合配列を用いてパインディングアッセイを行つた。さらに、2円、10「gおよ
びm円のビオチン非標― BPI合配列オリゴヌクレオチド齢 プロー カ を反応させ、その阻害効果を検討した。
9
図10
CノEBPβ AD DNA‐BD LZ
M
LIP:   ADDNA3DLZ
M
図10 CrEBPβおよびアイソフォームロPの構造図
CrEBPβ遺伝子およびLiP遺伝子の一次構造を示す。図中ADは転写活性化領域、
DNA‐BDはDNA結合領域を、LZはロイシンジッパー領域およびMは開始コドン
Methioninを表す。
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E]11
(A) ォィルレッド0染色陽性部面積 (B)オイルレッド0染色陽性部面積
(x10‐3mm2)
14
(x10‐3mm2)
士     士 20
コントロー ルBMP2 BMP2
+
LIP
+
L:P
コントロー ルC′EBPβ C′EBPβ
図11 日Pの強制発現による脂肪細胞分化抑制作用
(A)コン トロールウィルスあるいはLIPアデノウィルス(日Dを感染させた
C3H10T1/2細胞を、BMP2存在下 (BMP2)あるいは非存在下(コン トロー′L/bで14日
間培養 した後オイル レッド0染色を行い、オイル レッド0染色陽性部分の面積を測
定した。グラフの値は平均値および標準偏差を示す(n=3)。■:pく0。05
(B)C3H10Tlr2細胞にコン トロールウィルス(コン トロー′め、C/EBPβアデノウィ
ルス(CrEBPβ)あるいはC/EBPβアデノウィルスとL:PアデノウィルスCCrEBPβ+L:D
を感染 させ、7日間培養 した後オイル レッド0染色を行い、オイル レッド0染色陽性
部分の面積を測定した。グラフの値は平均値および標準偏差を示す(n=o。士:pCo.o5
?
?
図12
アルカリフォスファター ゼ活性
(nmOVmin′g protein) 彙
14
L:P
士
コントロール BMP2 コントロール BMP2
図12 日Pの強制発現によるBMP2依存性骨芽細胞分化促進作用
コン トロールウィルスあるいはL:Pアデノウィルス(LIDを感染させたC3H10Tlr2細
胞を、BMP2存在下 (BMP2)および非存在下(コントロール)にて7日間培養した後、
細胞溶解液を回収 し、アルカリフォスファターゼ活性を測定した。グラフの値は平
均値および標準偏差を示す(n=3)。■:ド0.05
12
図13 PPAR72プロモーター 活性
(Relauve iuclferase ac●vり
CrEBPβ
+
C′EBPδ
LIP C′EBPβ
+
C′匡BPδ
+
L:P
コントロー ル
図13 日Pの強制発現によるPPARY2プロモーター活性抑制作用
PPARγ2遺伝子のプロモーター領域を組み込んだルシフェラーゼ遺伝子をFugene6
によりC3H10Tlr2細胞に遺伝子導入し、12時間後コントロールウィルス(コントロー
ル)、 C′EBPβアデノウィルスとC/EBPδアデノウィルスCCrEBPβ+CrEBPめ、L:Pアデ
鰯 椰  ウ 臨 1鮮
グラフの値は平均値および標準偏差を示す(n=3)。士:ド0.05
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図14
(A)
70
オステオカルシンプロモーター 活性
(Rdattve:ucrerase acavり
(B)アルカリフォスフアター ゼ活性
(nmoVminrmg prOtein)
400 彙
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コントロー ル Cbfal Cbfal
+
LIP
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+
L:P
図14 日Pの強制発現によるCttal依存性骨芽細胞分化誘導増強作用
(A)C3H10Tlr2細胞に、Cbfp発現ベクターとオステオカルシンプロモーター領域
を組み込んだルシフェラーゼ遺伝子をFugene6により遺伝子導入し、12時間後コン
トロールウィルス(コントロー′L/b、Cbfalァデノウィルス(Cbfal)あるいはCbfalアデ
ノウィルスとL:PアデノウィルスCbfal+L!P)を感染させた。ルシフェラーゼ遺伝子
導入48時間後に細胞溶解液を回収し、ルミノメーターにより転写活性能を測定した。
グラフの値は平均値および標準偏差を示す(n=3)。■:ド0.05
(B)C3H10Tlr2細胞に、コン トロールウィルス(コン トロー′め、Cbfalアデノウィ
ルス(Cbfal)あるいはCbfalアデ ノウィルスとLIPアデノウィルスCbfal十日→を感染
させ7日間培養 した後、細胞溶解液を回収 しアルカリフォスファターゼ活性を測定
した。グラフの値は平均値および標準偏差を示す(n=o。■:pくo.o5
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図15
(A) (B)バ
Cbfal
LiP
免疲沈降:αC′EBPβ
抗体:α‐Cbfal 結合:C′EBP結合配列プロー プ抗体:α‐C′EBPβ
●
図15 LIPのCbね1への物理的結合およびオステオカルシンプロモーター領城への結
合
(A)L:Pアデノウィルス(L:P)あるいはCbfalアデノウィルスとL:Pアデノウィルス
(LIPく乃fal)を感染させたCOS7細胞の細胞内たんぱく質を、抗CrEBPβ抗体を用いて
免疫沈降した後、抗Cbfal抗体を用いたウェスタンプロッティング法により検索した。
(B)コントロールウィルス(コントロール)、 L:Pアデノウィルス(L:P)を感染させた
COS7細胞を溶解し、ビオチン標識したCttBP結合配列を用いてバインディングアッ
セイを行つた。
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図16 ∝ BPβおよびアイソフォームロPによる、未分化間葉系細胞から骨芽細胞お
よび脂肪細胞への分化制御メカニズムの模式図
PPARYは脂肪細胞分化の最終過程を促進する転写因子であるが、その発現は
CrEBPβによつてコントロールされていることが知られている1つ。CrEBPβはCbfal
と協調することにより骨芽細胞分化を促進するo。 日PはC/EBPβに対して ドミナン
トネガティブに作用してPPARYの発現を阻害することにより脂肪細胞分化を抑制す
る。一方、Cbfalと協調して骨芽細胞分化を促進するo)。これらの結果より未分化
間葉系細胞の骨芽細胞および脂肪細胞への分化は、各々の分化に特有の眈 BPβア
イソフォームが関与することが示唆される。図中→ :促進 ;→:阻害を各々示す。
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